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area  for  early  intervention  and  risk  reduction  [1,2].   Multiple  cell  types  undeniably  play  a  role  in  the 
development of amyloid β  (Aβ) pathology  [3], but aberrant processing and metabolism of  the amyloid β 
precursor protein (AβPP) in neurons is still the most plausible disease‐initiating event.   
Soluble oligomeric forms of Aβ peptide, generated from AβPP, play a central role  in AD pathogenesis and 




secretase  [8,9]  to  produce  Aβ  and  an  AβPP  intracellular  domain  (AICD), which  can  potentially  form  a 
transcriptionally active complex with Fe65 and Tip60 [10].  Alternatively, AβPP can be cleaved by α‐secretase 





was  assessed  in  a physiologically meaningful  context, particularly  to  include  the  complexity of  the post 
synaptic  density,  we  employed  the  assay  in  mouse  primary  cortical  neurons  and  demonstrated  that 
excitatory synaptic transmission exerts a fine activity‐dependent control over AβPP processing [15,16]. This, 
therefore,  potentially  represents  a  powerful  model  system  to  investigate  environmental  and  genetic 
influences on AβPP processing  in a neuronal context enabling assessment of resulting changes  in synaptic 
responsiveness and neuronal viability. We used  this approach  to  test  the hypothesis  that amyloidogenic 




Lifelong  overexpression  of  AβPP  can  cause  AD,  and  numerous missense mutations  in  AβPP  have  been 




peptide  and  enhances  protofibril  formation  [19] which  could  accelerate  neurotoxicity.    There  are  some 
mutations  in  AβPP  that  do  alter  the  levels  of  Amost  notably  the  K670N/M671L  (Swedish) mutation 
immediately adjacent to the ‐secretase cleavage site [20,21] and the E682K (Leuven) mutation which shifts 
processing towards the ‐site increasing total A production [22].  Significantly, the A673T mutation reduces 
‐secretase cleavage of AβPP,  lowering A production and conferring protection against AD  [23].   These 
mutations were introduced into the AβPP‐GAL4 construct to assess their impact on the processing of AβPP, 





















rabbit  antibody  Alexa  Fluor  546  (1:600)  and  goat  anti‐mouse  antibody  Alexa  Fluor  488  (1:2000)  were 
purchased  from  Invitrogen.  4',6‐Diamidino‐2‐Phenylindole,  Dihydrochloride  (DAPI;  1mg/ml)  from 
ThermoFisher Scientific. TAPI‐1, Batimastat and β‐secretase inhibitor IV (β‐IV) were purchased from Merck 
Millipore, DAPT and BMS299897 were from Tocris Bioscience, AZD3839 from Selleckchem and GI 254023X 




GAL4  at  the  C‐terminus  of  AβPP  and  the  plasmid  for  expression  of  the  Fe65  adaptor  protein were  as 
previously  described  [15].    The  UAS‐GFP  plasmid,  with  the  upstream  activating  sequence  (UAS)  lying 
immediately upstream of the GFP gene [29], was kindly provided by Dr Zhiyang Gong (National University of 












using a plasmid extraction kit  (Qiagen). The correct  incorporation of each mutation  into  the plasmid was 
confirmed by DNA sequencing. 
Primary neuronal culture  
Primary  cortical neurons were prepared  from CD1 mouse  embryos  in  accordance with UK Home Office 
Guidelines as stated in the Animals (Scientific Procedures) Act 1986 using Schedule 1 procedures approved 















the  incubator.  Treatment  of  neurons with  secretase  inhibitors was  typically  performed  30 min  prior  to 
transfection. Neurons were processed for  luciferase expression 24 h post‐transfection. Neuronal  lysis was 



















were washed  in pre‐warmed Neurobasal medium and then fixed  in 4% paraformaldehyde  in PBS at room 
temperature for 20 min. Neurons were permeabilised in PBS containing 0.5% Triton‐X100 (Sigma) for 10 min, 




















































Batimastat  treatment also strongly  increased AβPP‐GAL4 driven  luciferase expression with all AβPP‐GAL4 
reporter constructs equally affected (~3 fold stimulation) (Supplementary File 2A).  This increase in luciferase 
expression most  likely  results  from enhanced substrate  (C89/C99) availability  for β‐secretase as we have 
previously reported [15]. To confirm this we treated neurons with TAPI‐1 and then assessed the levels of β‐
CTFs  by  immunoblotting.    As  predicted,  chronic  exposure  to  TAPI‐1  imbalanced  normal  C83/C89/C99 










24  h  later.    β‐IV  inhibitor  treatment  resulted  in  a  36%  decrease  in  luciferase  expression  resulting  from 












co‐transfected with Fe65  to assess  the  impact on APP‐GAL4 driven  luciferase expression. Fe65 enhanced 
luciferase gene expression driven by ‐secretase processing of either the AβPP‐GAL4 wild type, K670N/M671L 




concentration‐dependent  inhibition  of  luciferase  expression  following  processing  of  AβPP‐GAL4 
K670N/M671L  (Fig 2B) or AβPP‐GAL4 wild  type  (not  shown). This demonstrated  that  the Fe65‐stabilised 
signal  likely  resulted  primarily  from  ‐secretase  processing  further  validating  the  assay  as  a  readout  of 
amyloidogenic  processing  and  consistent  with  AICD  production  as  a  β  secretase  mediated  process 
Furthermore,  in order to fully delineate differences  in processing between APP mutants the assay  is best 
































drive  transcription.  Foxo3a  localisation  was  then  determined  by  immunofluorescence.    Under  basal 












that  were  expressing  and  processing  AβPP‐GAL4  K670N/M671L,  as  determined  by  UAS‐driven  GFP 
expression, Foxo3a showed prominent nuclear staining and overlap with DAPI positive nuclei (Fig 4C Merge).  
Redistribution  of  Foxo3a  in  AβPP‐GAL4  K670N/M671L  expressing  neurons  resulted  in  enhanced  FRE‐
mediated luciferase expression compared with neurons expressing AβPP‐GAL4 wild type (Fig 4D) suggesting 
a transcriptional gain of function associated with the K670N/M671L mutation.   To determine  if enhanced 
FRE‐mediated  luciferase  expression  resulted  from  secretase  processing  of  AβPP‐GAL4  K670N/M671L, 
neurons were treated with secretase inhibitors.  There was a modest but clear trend towards reduced FRE‐
mediated  luciferase expression  in the presence of either DAPT  (‐secretase  inhibitor) or β‐IV  (β‐secretase 










we only observed  clear nuclear Foxo3a  in 3 out of 90  individual AICD‐GFP  transfected neurons across 3 







mouse brain  in  the absence of neuronal cell death  [25]. Loss of Akt‐mediated phosphorylation on Ser253 

























When  expressed  in  neurons  the  AβPP‐GAL4  reporter  assay  was  sensitive  to‐secretase  inhibition  as 
expected, and preferentially  reported ‐secretase processing over ‐secretase processing.   ‐secretase 
inhibitors  reduced  luciferase  expression  whereas  broad‐spectrum  ‐secretase  inhibitors  potentiated 
luciferase  expression.    This  reciprocal  sensitivity  to  secretase  inhibition  was  consistent  with  ADAM 
metalloproteases and BACE1  competing  for AβPP as a  substrate,  such  that  their  cleavages are  inversely 
coupled  [34].    This mechanism  provides  a  possible  explanation  for  the  association  between  late‐onset 
Alzheimer's disease‐associated mutations in ADAM10 and enhanced A levels [41].  Others however, have 
only  observed  unidirectional  coupling  with  ADAM10  inhibition  not  influencing  BACE  processing  of 




network  (TGN).  Amyloidogenic  processing  of  AβPP  is  associated  with  the  appearance  of  mature 
differentiated cortical phenotypes  in human  iPS  cells  [42] and we observed  similar ‐secretase  favoured 




mutations  in  AβPP,  such  as  the  K670N/M671L mutation which  enhances  BACE  processing,  showed  the 
highest  levels of AβPP‐GAL4 mediated  gene expression  and  greatest  sensitivity  to ‐secretase  inhibition 
compared with wild type AβPP and other AβPP mutants. The protective A673T mutation which has been 
shown to reduce BACE processing coupled weakly to AβPP‐GAL4 mediated gene expression and showed least 
sensitivity  to  ‐secretase  inhibition  and  no  clear  signal  potentiation  in  the  presence  of  the  α‐secretase 
inhibitor TAPI‐1. This is in agreement with findings that the A673T substitution makes AβPP a less favorable 
substrate  for  cleavage  by  BACE1  [43].  Collectively,  this  demonstrated  that  the  assay  is  sensitive  to  bi‐
directional genetic  influences on β‐secretase‐mediated AβPP processing.   AβPP‐GAL4‐mediated  luciferase 
expression was  strongly  potentiated  upon  co‐transfection  of  neurons with  Fe65,  even with  the  A673T 
mutation, likely due to a stabilising and accumulating effect on the AICD leading to increased expression of 
the reporter [10,40].  This is important as it shows that in order to fully delineate differences in processing 
between AβPP mutants  the assay  is best undertaken without  co‐expression of Fe65 which masks  subtle 
differences in processing likely by stabilising the product. Furthermore, the inherent sensitivity of the assay 








molecular  targets,  as  we  already  had  evidence  of  impaired  Akt  phosphorylation  from  previous  AβPP 




















pro‐survival kinase Akt  leads  to  its dissociation  from  the negative regulator 14‐3‐3 protein and promotes 
Foxo3a  nuclear  localisation  and  transcriptional  activity  [24].    Consistent with  this we  observed  nuclear 
accumulation of Foxo3a in neurons expressing and processing AβPP‐GAL4 which resulted in enhanced Foxo‐
mediated  transcription  in  a  secretase‐sensitive  manner.  We  could  not  demonstrate  a  strong  direct 
relationship  between  AICD  and  Foxo3a  translocation  although  it  is  possible  that  the  GFP  tag  on  AICD 















genetic  and  environmental  influences  on  AβPP  processing,  for  screening  secretase modulators  and  for 
probing cellular responses lying downstream of AβPP processing.  Basic utility is demonstrated by showing 
upregulation  of  Foxo3a  nuclear  translocation  and  activity  in  neurons  linked  to  amyloidogenic  AβPP 
processing.  
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Fig 1.  AβPP GAL4 assay sensitivity to α, β and ‐secretase inhibition.  AβPP‐GAL4 driven luciferase 
expression in the presence of the ‐secretase inhibitor DAPT (A,B); the α‐secretase inhibitor TAPI‐1 (C,D) or 
the β‐secretase inhibitor β‐IV (E, F).  Primary cultured cortical neurons at 5‐7 DIV were treated with vehicle 
(Panels A, C and E; white bars), 10 µM DAPT (Panel A, black bars), 50 µM TAPI‐1 (Panel C, black bars) or 10 
µM β‐IV (Panel E, black bars) for 30 min and then co‐transfected with AβPP695‐GAL4 wild type or AβPP‐
GAL4 mutants, pFR‐Luc Firefly luciferase and phRL‐TK. Dual‐Glo luciferase activity assays were performed 
24 h after transfection for quantification of Firefly and Renilla luciferase expression.  Data presented in A, C, 
E, is Firefly luciferase reporter activity normalized to the constitutive Renilla activity. Each column is the 
mean +/‐ SEM of 6‐8 separate transfections prepared from at least 2 independent cultures (*p<0.05; 
**p<0.01; ***p<0.001; p<0.0001, n=6‐8; by two‐way ANOVA with Bonferroni post hoc test) vehicle vs DAPT 
(A), vehicle vs TAPI‐1 (C) vehicle vs β‐IV (E). B, D, F, present transformed data as a % of the paired vehicle 
control (shown as 100% black bar) to enable direct comparisons of the secretase sensitivity to be made 
between wild type APP and APP mutants following treatment with DAPT (B), TAPI‐1 (D) and β‐IV (F); 
(*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001, n = 6‐8; by one‐way ANOVA with Bonferroni post hoc 
test). 
Fig 2. Fe65 enhances β‐secretase dependent AβPP‐GAL4 driven luciferase expression.  A. Primary cultured 
cortical neurons at 5‐7 DIV were treated with vehicle (white bars & grey bars) or 10 µM DAPT (black bars & 
checked bars) for 30 min and then co‐transfected with pFR‐Luc Firefly luciferase and phRL‐TK with, 
AβPP695‐GAL4 wild type, AβPP‐GAL4 K670N/M671L or AβPP‐GAL4 A673T either with (grey bars & checked 
bars) or without (white bars & black bars) Fe65. Dual‐Glo luciferase activity assays were performed 24 h 
after transfection for quantification of Firefly and Renilla luciferase expression. Data presented is Firefly 
luciferase reporter activity normalized to the constitutive Renilla activity.  Each column is the mean +/‐ SEM 
of 4 separate transfections showing potentiation of the luciferase signal from APP‐GAL4 A673T in the 
presence of Fe65 (**p<0.01; n=4; by two‐way ANOVA with Bonferroni post hoc test).  B. Primary cultured 
cortical neurons at 5‐7 DIV were treated with vehicle (white bar), AZD3839 (black bars, 1 µM or 5µM  ) or β‐
IV (grey bars, 10 or 50 µM) for 30 min and then co‐transfected with AβPP695‐GAL4 K670N/M671L, Fe65, 
pFR‐Luc Firefly luciferase and phRL‐TK Dual‐Glo luciferase activity assays were performed 24 h after 
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transfection for quantification of Firefly and Renilla luciferase expression. Data presented is Firefly 
luciferase reporter activity normalized to the constitutive Renilla activity.  Each column is the mean +/‐ SEM 
of 4 separate transfections showing β‐secretase sensitivity compared with vehicle control (**p<0.01; 
***p<0.001; n=4; by one‐way ANOVA with Dunnett’s Multiple Comparison Test).   
Fig 3. AβPP‐GAL4 driven GFP expression to visualize onset and development of neurotoxicity downstream of 
AβPP processing. A. Primary cultured cortical neurons at 5‐7 DIV were transfected with, or without, 
AβPP695‐GAL4 wild type or AβPP‐GAL4 mutants and a UAS‐GFP reporter and imaged for fluorescence at 
24h and 96h post‐transfection.  Green fluorescence indicates transfected neurons expressing and 
processing AβPP‐GAL4. At 24 h post transfection fluorescence was detectable in the cell soma and neurites 
of all AβPP‐GAL4 mutants with no overt signs of cell damage. At 96 h there were clear signs of damage to 
neurites in cells expressing and processing AβPP‐GAL4 K670N/M671L, AβPP‐GAL4 E682K, AβPP‐GAL4 
E693G and AβPP‐GAL4 V717L (white arrows) but less damage was detectable in neurons expressing 
AβPPA673T.  No significant cellular fluorescence was observed in neurons transfected with UAS‐GFP alone 
(UAS‐GFP, 96 h). White scale bar (20µm). B. Quantification of GFP positive cells in neurons following 30 min 
pre‐treatment with TAPI‐1 (50µM; black bar), β‐IV (10 µM; grey bar) DAPT (10 µM; speckled bar) or vehicle 
control (white bar) and then 24 h co‐transfection with AβPP‐GAL4 wild type and UAS‐GFP . Each column are 
cell counts obtained from three coverslips from independently transfected neurons showing secretase 
sensitivity compared with vehicle control  (p<0.05; n=3; by two tailed unpaired t‐test).  
Fig 4. AβPP‐GAL4 processing increases nuclear accumulation and transcriptional activity of Foxo3a.  
A. Primary mouse cortical neurons at 7 DIV were treated with either vehicle or wortmannin (150 nM) for 2 
h and the subcellular distribution of Foxo3a (red) determined by immunofluorescence. Nuclei were 
counterstained with DAPI (blue).  Under vehicle conditions Foxo3a staining was very diffusely distributed, 
wortmannin treatment strongly increased the levels of nuclear Foxo3a (Scale bar = 20 µm). B. The effect of 
wortmannin treatment on the transcriptional activity of Foxo was determined using a FRE‐Luc reporter 
construct.  Neurons (5‐7 DIV) were co‐transfected with FRE‐Luc and phRL‐TK for 48 h and treated with 150 
nM wortmannin, 2 h prior to being assayed for luciferase expression. Data presented is Firefly luciferase 
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reporter activity normalized to the constitutive Renilla activity, following vehicle (grey bar) and wortmannin 
(white bar) treatment.  Wortmannin increased Foxo driven luciferase expression compared with vehicle. 
(*** P < 0.001; n = 8, by unpaired two tailed t‐test).  C. The effect of AβPP‐GAL4 K670N/M671L (APPSwe) 
expression and processing on Foxo3a distribution. Primary cultured cortical neurons at 6 DIV were co‐
transfected with UAS‐GFP and AβPP‐GAL4 K670N/M671L (APPSwe) and fixed 48 h later for 
immunofluorescence staining with anti‐Foxo3a (red), anti‐GFP (green) and DAPI (blue). Merged image to 
illustrate localisation of Foxo3a in the nucleus of neurons expressing and processing APP‐GAL4 Swe. Note 
diffuse non‐nuclear distribution of Foxo3a in neighbouring non‐transfected cells (white arrows). White 
scale bar (20µm). D.  Neurons (5‐7 DIV) were co‐transfected with FRE‐Luc, phRL‐TK and either AβPP‐GAL4 
wild type (grey bar) or AβPP‐GAL4 K670N/M671L (white bar) and Dual‐Glo luciferase activity assays were 
performed after 48 h for quantification of Firefly and Renilla luciferase expression.  Data presented is Firefly 
luciferase reporter activity normalized to the constitutive Renilla activity.  Each column is the mean +/‐ SEM 
of 10 separate transfections from at least 2 independent cultures showing potentiation of the luciferase 
signal from AβPP‐GAL4 K670N/M671L expressing neurons compared with AβPP‐GAL4 wild type 
(***p<0.001; n=10; by  unpaired t‐test). (E) Neurons (5‐7DIV) were co‐transfected with FRE‐Luc, phRL‐TK 
and AβPP‐GAL4 K670N/M671L and treated with either vehicle (grey bar), DAPT (10µM), β‐IV (10µM) or 
TAPI‐1 (50µM) and Dual‐Glo luciferase activity assays were performed for quantification of Firefly and 
Renilla luciferase expression 48h later. Data presented is Firefly luciferase reporter activity normalized to 
the constitutive Renilla activity.  Each column is the mean +/‐ SEM of 8 separate transfections from at least 
2 independent cultures.  
Fig 5. Overexpression of AICD‐GFP does not drive Foxo3a translocation but enhances Foxo transcription  
A. Primary cortical neurons at 6DIV were transfected with pEGFP‐n1‐AICD (AICD‐GFP, green) overnight and 
the distribution of Foxo3a (red) determined by immunofluorescence. Nuclei were counterstained with DAPI 
(blue).  Note general pattern of diffuse non‐nuclear distribution of Foxo3a in both transfected (white 
arrows) and neighbouring non‐transfected cells (grey arrow central panel). White scale bar (200µm). B.  
Neurons (6DIV) were co‐transfected with FRE‐Luc, phRL‐TK and either UAS‐GFP (white bar) or pEGFP‐n1‐
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AICD (AICD‐GFP, black bar) and Dual‐Glo luciferase activity assays were performed after 24 h for 
quantification of Firefly and Renilla luciferase expression.  Data presented is Firefly luciferase reporter 
activity normalized to the constitutive Renilla activity.  Each column is the mean +/‐ SEM of 6 separate 
transfections showing potentiation of the luciferase signal from AICD‐GFP expressing neurons compared 
with the UAS‐GFP control (*p<0.05; n=6; by  unpaired t‐test).  
Fig 6. AβPP‐GAL4 processing induces a loss of Akt phosphorylation at discrete sites.  Primary cultured 
cortical neurons at 5‐8 DIV were co‐transfected with UAS‐GFP and either AβPP‐GAL4 wild type (Panel A) or 
AβPP‐GAL4 K670N/M671L (APPSwe) (Panel B) and fixed 24 h later for immunofluorescence staining with 
anti‐pAkt473 (red), anti‐GFP (green) and DAPI (blue). Triple label is the merged image to illustrate pAkt 
deficits (white arrows) observed at discrete neuronal locations in cells expressing and processing AβPP‐
GAL4. Note the high levels of pAkt473 throughout the cell soma, neurites and axons of neighbouring non‐
transfected cells. White scale bar (20µm). 
Supplementary File 1: 
AβPP GAL4 assay sensitivity to BMS299897.  Primary cultured cortical neurons at 5‐7 DIV were treated with 
vehicle or 10 µM BMS299897 and then co‐transfected with AβPP695‐GAL4 wild type or AβPP‐GAL4 
mutants, pFR‐Luc Firefly luciferase and phRL‐TK. Dual‐Glo luciferase activity assays were performed 24 h 
after transfection for quantification of Firefly and Renilla luciferase expression. Graph presents transformed 
data as a % of the paired vehicle control (shown as 100% black bar) to enable direct comparisons of 
BMS299897 sensitivity to be made between wild type AβPP and AβPP mutants (*p<0.05; n = 6; by one‐way 
ANOVA with Dunnett’s Multiple Comparison Test ). 
Supplementary File 2: 
AβPP GAL4 assay sensitivity to metalloprotease inhibition. A. Primary cultured cortical neurons at 5‐7 DIV 
were treated with vehicle or 50 µM Batimastat for 30 min and then co‐transfected with AβPP695‐GAL4 wild 
type or AβPP‐GAL4 mutants, pFR‐Luc Firefly luciferase and phRL‐TK . Dual‐Glo luciferase activity assays 
were performed 24 h after transfection for quantification of Firefly and Renilla luciferase expression. Data 
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presented is Firefly luciferase reporter activity normalized to the constitutive Renilla activity. Each column 
is the mean +/‐ SEM of 6 separate transfections prepared from at least 2 independent cultures (*p<0.05; 
**p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001, n=6‐8; by two‐way ANOVA with Bonferroni post hoc test) vehicle 
(white bar) vs Batimastat (black bar). B. Primary cultured cortical neurons at 6DIV were treated with either 
vehicle or 50µM TAPI‐1 for 24 h and cell extracts resolved by 16.5% Tris‐tricine SDS PAGE and 
immunoblotted with antibody to amino acids 676‐695  of the C‐terminus of APP to identify CTFs. Position of 
pre‐stained molecular weight markers are shown (kDa). C.  Primary cultured cortical neurons at 5‐7 DIV 
were treated with vehicle or 20 µM GI254023X  for 30 min and then co‐transfected with AβPP695‐GAL4 
wild type pFR‐Luc Firefly luciferase and phRL‐TK. Dual‐Glo luciferase activity assays were performed 24 h 
after transfection for quantification of Firefly and Renilla luciferase expression. Data presented is Firefly 
luciferase reporter activity normalized to the constitutive Renilla activity. Each column is the mean +/‐ SEM 
of 6 separate transfections (*p<0.05, n = 6; by unpaired t‐test). 
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